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   Most testicular germ cell tumors have serological tumor markers uch as a-fetoprotein (AFP) and 
human chorionic gonadotropin a-subunit (/3-HCG). On the other hand, molecular staging of these 
tumors has not been well established compared to other urogenital malignancies like prostate cancer. 
Recently, melanoma ntigen (MAGE) which is one of the tumor-associated antigens recognized by 
cytotoxic T lymphocytes (CTL) has been found to be present in a variety of malignant umor types and 
normal testis. In addition, Wilms' tumor-associated gene WT1 has been found to be expressed in 
some testicular cancers. Thus, we examined the expression of these genes in testicular cancer tissues 
and peripheral blood of cancer-bearing patients using reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). 
   The expression of the MAGE1-3 genes was examined in 34 testicular germ cell tumors (24 
seminomas and 10 nonseminomas). Of the seminomas and nonseminomas, 87.5% and 40% were 
positive for MAGE1, 91.7% and 60% for MAGE2, and 83.3% and 30% for MAGE3, respectively. 
The expression of the MAGE genes was not correlated with the tumor stage. The expression of the 
WTI gene was quantified in 26 testicular germ cell tumors. WT1 was highly expressed in 5 of the 7 
high stage cases, but in only 4 of the 19 low stage cases (p< 0.01). The mRNA of these genes could not 
be detected from the peripheral blood of patients with high stage tumors. 
   These results suggest hat MAGE genes may be useful tumor markers for molecular staging of 
testicular cancer, especially seminoma, and that the WT1 gene may be a tumor marker for high stage 
testicular germ cell tumors. However, these genes cannot yet be used for molecular staging of 
testicular germ cell tumors. 
                                            (Acta Urol. Jpn. 45: 593-597, 1999) 
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緒 言
精巣腫瘍 の診断 にはAFPや β一HCGの ような血清
学 的な腫瘍マ ーカーが広 く用 い られてい る.し か し,
seminomaの一部で は腫瘍マ ーカーが存在せ ず,治 療
経過 の評価 に難渋す るこ ともしば しばあ る.し たが っ
て,精 巣腫瘍 に特異的 に発現 している遺伝子 を見 出す
こ とは,分 子生物学的病期診断 に利用 で きる可能性 を
考慮す る ときわめ て重要 な課題 といえる.
T細 胞認識 メラ ノーマ抗原 としてクローニ ング され
たmelanomaantigen(MAGE)1)は,最近 の 研 究
で,メ ラ ノーマ だけで な く各種癌 お よび正常精巣組織
にも肇現 して いるこ とが判明 した2・3)X染色体上 に
存在 す るMAGEフ ァ ミリー は少 な くとも12の遺伝
子か ら成 り,MAGEと 同様 の組織発 現パ ター ンを示
すGAGE,BAGE,NY-ESO-1な どのT細 胞認 識抗
原 と共にcancer-testis抗原群 と呼 ばれ る4)ト ランス
ジェニ ックマ ウス を用 いた研 究で,本 抗 原 に対す る免
疫応 答が腫瘍 選択 的な破壊 を誘導す る例 が報告 されて
い る5・6)これ らの抗原 をコー ドす る遺伝子 は健 常人
の末梢血 リンパ球 には発現 を認めないため,末 梢血 中
や腹水 中へ の微 量な腫瘍細 胞 の播種 な どをpolymcr-
asechainreaction(PCR)を用 い て検 索 す る こ とが
可能であ ると考え られ る.し たが って,こ れ らの遺伝
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子は分子 生物 学的病期 診断のため一種 の腫瘍 マーカー
として用 い られる可能性 がある.
WTI遺 伝子 は当初Wilms腫瘍 の癌抑 制遺伝 子 と
して クローニ ングされたが7),最近 の研 究 によ り,白
血病 の増 殖プ ロモー ター として作用す るこ とが判明 し
た8'9)さらに,本 遺伝 子 は精巣腫瘍 で も発現 して い
るこ とか ら10),腫瘍 マ ーカー と して 用 い られ る可 能
性 がある.
本研究で は,MAGEやWTIと い った遺伝子 が精
巣腫瘍 の腫瘍 マーカーや予後規定 因子 とな りうるか,
さらに,PCR法 に もとつ い た分子生 物学的診断 に用
いる ことがで きるか という点 について検討 した.
対 象 と方 法
対 象は1994年1月か ら1998年12月までに大 阪大学 医
学部 附属病 院およびその関連病院で高位精巣摘 除術 を




織検体 は術後すみやか に液体窒 素にて凍結 し,使 用時
まで 一70℃ で保 存 した.RNA抽 出 にはISOGEN
キ ッ ト(ニ ッポ ンジー ン)を 用 いた.ま た,一 部 の進
行性 精巣腫 瘍患者 か らは術前 に末梢 血20mlを 採 取
した.Ficoll-Paque比重 遠心 法 に よ り単 核球 成分 を
分離 し,同 様 の方法でRNAを 抽 出 した.MAGEI-3
の増 幅 に は後 述 のprimerを用 い て以 下 の よ うな
step-downPCRを行 っ た.す な わ ち,totalRNA
(100ng/ml)をreversetranscriptaseでcDNAに変
えた後,(94℃×30秒,70℃×20秒,72℃×30秒)を
5サ イ ク ル,(94℃×30秒,66℃×20秒,72℃×30
秒)を5サ イ クル,(94℃×30秒,62℃×20秒,72℃
×30秒)を5サ イ クル,(94℃×30秒,58℃×20秒,

















WT1の 定量 的RT-PCRに つい てはtotalRNAを
1×2-iongip1から1×2-ing/μ1まで2倍 毎 に段 階
希 釈 し,WTl,β 一actinそれ ぞ れ につ い て 下 記 の
primersetを用い てRT-PCRを 行 った.3%agarose
gelで電 気 泳 動 し た 後SYBRGreenI(FMC
BioProducts)で染色 し,PCR産 物の発現 強度 を蛍光
イ メー ジ ア ナ ラ イザ ー(VistraFluorolmagerSI,
MolecularDynamics)で測 定 した.WTl,β 一actin
共 に,RNAの 濃度勾 配 に対 してPCR産 物 の発 現強
度がexponentialphaseに認 め られるRNAの 希釈領
域で発現強度 の比(WTI/β一actin)を測定 した.RNA
量 を横 軸,発 現量 を縦軸 として両 対数 グ ラ フ上 にプ
ロ ッ トし,そ れぞ れの勾配 を算 出 した.同 様 にCML
急性転換細胞K562に ついて もPCRを 行 い,そ の値
(WTl/β一actin)を1.00と定 義 した(Fig.1).すべ て
の検体 におけ るWTI/β一actin値をK562に 対 す る相
対 値 で表 し,こ れ を相 対発 現 量 と した.増 幅 は,
WTIに 関 して は(94℃ ×1分,64℃ ×1分,72℃ ×
2分)を30サ イ クル,β 一actinに関 して は(94℃×1
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1精 巣腫瘍 におけるMAGE遺 伝子の発 現
MAGElのseminoma,nonseminomaにお ける発
現 頻度 はそれぞ れ87.5%(24例中21例),40%(10例
中4例)で あ った.MAGE2で は91.7%(24例中22
例),60%(10例中6例),MAGE3は83.3%(24例
中20例),30%(10例中3例)で あ った(Tablel).
いず れ も,seminomaで高頻度 に発現 を認 める傾 向に
あった.Stageや年 齢 とは関連 を認 め なか った.ま
た,い ずれ も正常精巣組織で発現 を認 めたが,末 梢血
リ ンパ 球 で は発 現 を認 め な かっ た.MAGE1-3の
PCR産 物 の電気 泳動像 をFig.2に示す
2.精 巣腫瘍 にお けるWTI遺 伝子の発現
WTI遺 伝子 の発現 につ いて は前述 の ように定量 的
RT-PCRを行 った.相 対発 現量が0.05以上の症例 は,
lowstage(stagel)群で は20例中4例,highstage






























stage群で有 意 に高 発 現症 例 が 多 か った(p<0.05)
(Fig.3).発現 量 と組織型,年 齢,マ ーカー値 な どの
間には相 関を認 めなかった.
3.末 梢血 中の腫瘍細胞 の検 出
原発 巣でMAGEI-3の 発現 を認め る6症 例(stage
2お よびstage3)の術 前 末梢 血RNAを 用 い たRT-
PCRで はMAGEl-3は検 出で きなか った.同 様 に,
WTIが 高発 現(相 対 発現量0.05以上)を 示 した5症




















が発現 している可能性が示唆される.実 際,わ れわれ
の検討では精巣腫瘍 において もMAGE遺 伝子の発






















の研究 で,本 遺伝子 が白血病 における腫瘍増殖の
promoterとなることが判明 した8)す なわち,K562
細胞にWTIの アンチセンス オリゴヌクレオチ ドを
加えることでその増殖が抑制 される9)さ らに,白 血
病患者のうち末梢血中のWTI発 現が高いものは寛解




討 を試みた.遺 伝子発現の検討 には,Northernblot
法に比べて定量感度に優れ,ま た微量検体にも利用で
きるという点 を考慮 して定量 的RT-PCR法を用 い




















精 巣胚細胞 腫 に おけ るMAGEI-3お よ びWT1遺
伝 子mRNAの 発 現 を調 べ た.MAGE1-3はsemi-
nomaで高率 に発現 を認 める傾 向 にあったがstage
とは相 関 を示 さなか った.一 方,WT1は 組織 型 とは
相 関を示 さなか ったが,進 行症例で高発現す る傾向 を
示 した.い ず れ も,患 者 末梢血 のRNAか ら検 出 さ
れ なか った.
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